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Abstrak 
Khamir oleaginous mampu mengakumulasi lipid lebih dari 15% dari berat kering selnya. 
Pada kondisi nitrogen yang terbatas, khamir tersebut mampu mengakumulasi lipid hingga 
70%. Lipid yang dihasilkan mengandung asam lemak seperti palmitat, oleat, dan linoleat, 
sehingga berpotensi untuk dimanfaatkan sebagai bahan baku produksi biodiesel. Khamir 
oleaginous umumnya hidup di lingkungan dengan konsentrasi  karbon yang tinggi, antara lain 
nektar bunga dan madu. Penelitian ini bertujuan untuk melakukan penapisan khamir 
oleaginous yang diisolasi dari nektar bunga dan madu hutan. Sampel nektar bunga diambil 
dari Kebun Raya Baturraden, Purwokerto, dan tempat pembibitan bunga di Kaliurang, 
Yogyakarta. Sedangkan sampel madu hutan diambil dari 11 kabupaten  di Sulawesi. Uji 
kualitatif dilakukan dengan teknik pewarnaan Sudan III dan uji kuantitatif dilakukan dengan 
mengukur berat lipid per berat kering biomassanya. Penelitian menghasilkan 6 isolat khamir 
oleaginous dari 47 isolat: PG12.2 (17,88%), PG12.3 (17,13%), PG5.4 (18,25%), AP1 
(19,07%), PM2.1 (17,55%), dan PM3.2 (18,56%).Profil pertumbuhan isolat AP 1 
menunjukkan bahwa kandungan lipid yang diproduksi masih menunjukkan peningkatan 
setelah penumbuhan selama 70 jam. 
Kata kunci – khamir – lipid –madu – nektar bunga – oleaginous   
 
Abstract 
Oleaginous yeastsare capable to accumulate intracellular lipids more than 15% of their dry 
weight cell. In a limited nitrogen condition, the yeasts are capable to accumulate lipid up to 
70%. Lipidfrom the oleagenous yeasts is potential for biodiesel production due to 
containfatty acids such as palmitate, oleate, and linoleate. The oOleaginous yeast can be 
found in high-carbon environments, such as flower’s nectar and honey. The objective of this 
study was to screen the oleaginous yeast isolates from the flower’s nectar and wild honey. 
Flower’s nectar samples were obtained from Baturraden Botanical Garden, Purwokerto, and 
a flower nursery in Kaliurang, Yogyakarta.The wild honey samples were obtained from 11 
districts in Sulawesi. Qualitative assay was done usingSudan III dyemethod and quantitative 
assay was done by measuring the lipid weight per dry weight of the biomass. From a total 47 
isolates, six isolates belong to oleaginous yeast, viz, PG 12.2 (17.88%), PG 12.3 (17.13%), 
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PG 5.4 (18.25%), AP 1 (19.07%), PM 2.1 (17.55%) and PM 3.2 (18, 56%). Growth profile of 
isolate AP 1 shows that the lipid content in the cell is still increasing after 70 hours. 
Keywords – flower nectar – honey – lipid –oleaginous – yeast 
 
Pendahuluan 
 Khamir merupakan mikroorganisme eukariotik uniseluler yang umumnya hidup 
sebagai saprofit atau parasit (Schneiter 2004) dan bereproduksi secara aseksual dengan 
membentuk budding atau fussion serta bereproduksi secara seksual dengan membentuk spora 
(Hogg 2005). Khamir secara taksonomi termasuk ke dalam Kingdom Fungi dan termasuk ke 
dalam filum Ascomykota dan Basidiomykota (Kurtzman et al. 2006). 
Kemampuan khamir dalam memproduksi dan menyimpan lipid secara intraseluler 
telah banyak dilaporkan, Beopoulos dan Nicaud (2012) melaporkan bahwa 30 dari 600 
spesies khamir mampu mengakumulasi lipid (khamir oleaginous). Spesies-spesies tersebut 
termasuk ke dalam beberapa marga, di antaranya Candida, Cryptococcus, Rhodotorula, 
Trichosporon, Lipomyces dan Yarrowia. Khamir oleaginous tersebut dapat mengakumulasi 
lipid sebesar 40% dari biomassanya. Khamir yang termasuk ke dalam kelompok 
mikroorganisme oleaginous menurut Dyer et al. (2002)mampu mengakumulasi lipid hingga 
lebih dari 15% dari berat kering selnya. Namun dengan kondisi nutrien yang terbatas khamir 
oleaginous mampu mengakumulasi lipid hingga 70% dari biomassa selnya (Kahr et al. 2015). 
Beberapa spesies khamir yang mampu memproduksi lipid diantaranya adalah 
Xanthophyllomyces dendrorhous (Andriani et al. 2013), Rhodosporidium toruloides, dan 
Lipomyces starkeyi (Bonturi et al. 2015). Lipid yang dihasilkan oleh khamir mengandung 
asam lemak seperti palmitat, oleat, dan linoleat (Andriani et al. 2013). Kandungan tersebut 
menjadikan lipid yang dihasilkan oleh khamir berpotensi untuk dimanfaatkan sebagai bahan 
baku produksi biodiesel.  
Produksi biodiesel pada awalnya dilakukan dengan memanfaatkan minyak dari sayur- 
sayuran, hewan, jagung, dan produk pertanian lainnya. Pada awalnya pemanfaatan produk 
pertanian tersebut sebagai bahan baku biodiesel memberikan dampak yang sangat positif 
terhadap lingkungan karena mampu mengurangi emisi dari polusi, namun timbul persoalan 
baru karena bahan yang digunakan sebagai bahan baku pembuatan biodiesel sebagian besar 
merupakan bahan pangan untuk konsumsi sehingga hal ini akan menyebabkan persaingan 
bahan baku tesebut (Naik et al. 2010). Oleh sebab itu, dibutuhkan bahan baku pengganti 
dalam produksi biodiesel, salah satunya dengan memanfaatkan mikroorganisme seperti alga, 
khamir atau kapang (Carere et al. 2008). 
Produksi lipid dari khamir sebagai bahan baku biodiesel memiliki beberapa 
keunggulan, diantaranya adalah: khamir merupakan mikroorganisme yang terdapat dalam 
jumlah yang melimpah; teknik budidayanya sederhana; biaya produksi yang rendah; mampu 
memproduksi lipid secara terus menerus; memiliki komposisi lipid yang lebih sesuai untuk 
produksi biodiesel dibandingkan bakteri dan kapang; serta memiliki waktu kultivasi yang 
lebih pendek (Bonturi et al. 2015,Kahr et al. 2015).  
Khamir penghasil lipid umumnya hidup dilingkungan dengan konsentrasi karbon 
yang tinggi (Lee &Chen, 2016), antara lain lingkungan yang mengandung kadar gula yang 
tinggi seperti nektar bunga dan madu. Konsentrasi gula yang terdapat didalam nektar bunga 
mencapai 29 % (Perret et al. 2001), sedangkan yang terdapat pada madu mencapai 60% (Man 
& Reuter 2015).  
Indonesia merupakan negara yang memiliki biodiversitas flora dan fauna yang 
melimpah, salah satunya adalah memiliki keragaman jenis bunga dan spesies lebah yang 
tinggi. Keragaman tersebut menyebabkan banyaknya jenis nektar dan madu yang berpotensi 
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menjadi habitat bagi khamir penghasil lipid. Penelitian ini bertujuan untuk melakukan 
penapisan khamir penghasil lipid yang diisolasi dari nektar bunga dan madu hutan. 
 
Metode Penelitian 
Sample penelitian 
 Nektar bunga diambil dari Kebun Raya Baturraden, Purwokerto, dan pembibitan 
bunga di Kaliurang, Yogyakarta. Madu hutan (terdiri atas 11 sampel madu yaitu Morowali, 
Toli, Sigi, Luwuk, Poso, Ampana, Banggai Kepulauan, Parigi-Moutong, Ogoamas, Kasimbar 
dan Balaesang  merupakan koleksi Laboratorium Sistematika Tumbuhan, Fakultas Biologi, 
UGM yang diambil dari Sulawesi pada tahun 2015. Sebagai kontrol positif faktor koreksi 
warna dengan teknik pewarnaan Sudan III digunakan isolatCandida orthosilopsis INACC 
302yang didapat dari Indonesian Culture Collection (LIPI), sedangkan kontrol negatif 
digunakan isolat Candida albicans FNCC 001yang didapat dari Food and Nutrition Culture 
Collection, UGM. 
 
Pembuatan Medium BSEA (Bean Sprouts Extract Agar) dan NLM (Nitrogen Limited 
Medium) 
 Pembuatan medium BSEA dilakukan dengan menggunakan konsentrasi bean 
sprouts (tauge) 10%, gula 6% dan agar 1,5% (Saono et al. 1974). Komposisi medium NLM 
terdiri atas (g/L): glukosa (100), pepton (3), yeast extract (8) dan agar (20) dengan pH 
medium 5. Strain khamir dikulturkan dalam  medium nitrogen- limited selama 48-72 jam 
pada suhu ruang (Jiru et al. 2016). 
 
Pengambilan sampel bunga dan madu hutan 
 Pengambilan sampel bunga yang pertama dilakukan di Kebun Raya Baturraden 
dilakukan secara random sampling. Sampel bunga yang berasal dari Kebun Raya Baturraden 
terdiri dari 3 spesies bunga yaitu Lycoris radiata, Vanda sp., dan Costus sp. Bunga yang 
disimpandi dalam plastik ziplock dan diberi label jenis spesies, tanggal pengambilan dan 
lokasi pengambilan sampel. Sampel bunga dibawa ke laboratorium dalam cool box dan 
disimpan di dalam lemari pendingin untuk selanjutnya diambil sampel nektarnya. 
 Pengambilan sampel nektar bunga yang kedua dilakukan di daerah Kaliurang, 
Yogyakarta. Sampel bunga yang berasal dari Kaliurang terdiri atas 5 jenis bunga yaitu 
Petunia sp , Torenia sp., Saintpaulia sp., Capsicum sp.,danOchna sp.. Pengambilan sampel 
nektar bunga dilakukan secara langsung ditempat sehingga metode pengambilan sampelnya 
berbeda dengan pengambilan sampel bunga di daerah Baturraden. Hal ini dikarenakan pada 
pengambilan sampel dari kebun raya Baturraden diperoleh isolat khamir yang jumlahnya 
sedikit,  diduga disebabkan kondisi bunga yang sudah tidak segar. Sampel bunga yang dipilih 
berukuran besar untuk mempemudah proses pengambilan sampel, nektar diambil dengan 
cotton bud steril dan kemudian dimasukkan kedalam microtube dan yang telah diberi label. 
 Sampel madu hutanmerupakankoleksi Laboratorium Sistematika Tumbuhan, Fakultas 
Biologi, UGM yang sebelumnya diambil dari Sulawesi pada tahun 2015. Terdapat 11 jenis 
sampel madu hutan yang diambil dari 11 kabupaten yang ada didaerah Sulawesi, 
yaituMorowali, Toli, Sigi, Luwuk, Poso, Ampana, Banggai Kepulauan, Parigi-Moutong, 
Ogoamas, Kasimbar, dan Balaesang. Sampel madu dipindahkan dari wadah penyimpanan 
utama di Laboratorium Sistematika Tumbuhan ke wadah steril dengan bantuan pipet tetes, 
kemudian sampel madu disimpan didalam lemari pendingin untuk selanjutnya dilakukan 
proses isolasi.  
 
Isolasi khamir dari sampel nektar bunga 
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 Sampel nektar bunga yang berasal dari Kebun Raya Baturraden diisolasi 
menggunakan cotton bud steril, kemudian diinokulasikan menggunakan metodestreak plate 
ke dalam medium BSEA secara aseptis dan diinkubasi selama 24-48 jam. Untuk sampel 
nektar bunga yang berasal dari Kaliurang, cotton bud yang mengandung sampel nektar yang 
berada didalam microtube diencerkan dengan larutan salin (NaCl) 0,9%, kemudiansuspensi 
tersebut disebarkan di permukaan medium BSEA sehingga diperoleh isolat murni. 
Selanjutnya, dipastikan apakah isolat murni yang diperoleh merupakan isolat khamir atau 
bukan dengan pengamatan mikroskopis. 
 
Isolasi khamir dari sampel madu hutan 
 Sebanyak 2 g dari masing-masing sampel madu hutan ditimbang dan ditambahkan ke 
dalam 2 mL akuades steril pada tabung reaksi, lalu dihomogenisasi dengan vortex. 
Selanjutnya sampel madu hutan yang telah diencerkan diambil sebanyak 0,2 mL dengan 
mikropipet dan diinokulasikan ke dalam petri berisi medium BSEA dengan cara 
menyebarkan di bagian permukaan agar (spread plate).Masing-masing sampel madu 
dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali. Inkubasi dilakukan selama 72-120 jam. Apabila 
ditemukan pertumbuhan yang menyebar (spreader), dilakukan pengenceran dengan 
konsentrasi sampel 0,2hingga0,1 g/mL. Selanjutnya dilakukan proses purifikasi. 
Penyimpanan isolat murni khamir dilakukan dalam medium miring BSEA dan disimpan 
dalam inkubator dengan suhu 30
0
C. 
 
Penapisan kemampuan khamir penghasil lipid 
 Dari hasil isolasi isolat yang diperoleh dari nektar bunga dan madu hutan kemudian 
dilakukan penapisan kemampuan khamir yang mampu menghasilkan lipid, yaitu dilakukan 
dengan diuji analisis kualitatif menggunakan teknik pewarnaan Sudan III (Evans et al. 1985). 
Pertama-tama isolat khamir divinokulasikan secara streak plate ke dalam medium NLM agar 
selama 3-4 hari pada suhu 30
0
C hingga diameter koloni berukuran 2-3 mm. Selanjutnya isolat 
khamir yang tumbuh dipindahkan ke kertas whatman No. 1 (diameter 5 cm) dengan bantuan 
jarum ose, kemudian isolat khamir dalam kertas whatman dikeringkan dalam oven pada suhu 
50
0
C selama 20 menit. Setelah 20 menit, kertas whatman berisi isolat khamir diletakkan ke 
dalam cawan petri yang telah berisi pewarna Sudan III (0,08% sudan III dalam 95% etanol) 
selama 20 menit. Kemudian pewarna dicuci dengan dimasukkan kedalam cawan petri yang 
berisi 95% etanol dan digoyangkan selama 3 menit. Kemudian diletakkan ke dalam cawan 
petri berisi 95% etanol selama 5 menit dan dibiarkan kering.  
 
 
Kultivasi khamir dalam medium NLM (Nitrogen Limited Medium) 
 Isolat khamir yang memperoleh hasil positif (+++) pada uji kualitatif dengan teknik 
pewarnaan Sudan III kemudian dikultivasi ke dalam medium NLM yang terdiri atas 
(g/L):glukosa (100), pepton (3) dan yeast extract (8) dengan pH medium 5. Inokulum khamir 
diambil sebanyak 10% (v/v) dimasukkan kedalam erlenmeyer berukuran 250 mL yang berisi 
100 mL medium. Strain khamir oleaginous dikulturkan dalam medium NLM selama 72 jam 
pada suhu ruang dan dishakker pada kecepatan 220 rpm (Jiru et al. 2016). 
 
 
Penentuan berat kering khamir 
 Isolat khamir kemudian ditentukan berat keringnya. Diambil sebanyak 35 ml isolat 
khamir, selanjutnya disentrifugasi dengan kecepatan 4000 rpm selama 10 menit. Selanjutnya 
biomassa sel nya dicuci sebanyak dua kali dengan menggunakan 10 mL akuades dan 
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dikeringkan pada suhu 60 °C hingga berat nya konstan, sehingga berat kering isolat khamir 
dapat diketahui (Amir et al. 2015). 
 
Penentuan presentase lipid pada khamir 
 Pengukuran presentase lipid didalam sel khamir dilakukan dengan cara mengekstraksi 
lipid yang terdapat didalam isolat khamir yang kemudian dikeringkan dan diukur beratnya. 
Pengukuran persentase lipid dilakukan dengan menggunakan metode Bligh and Dyer (1959). 
Metode ini dapat dilakukan untuk mengukur persentase lipid secara cepat. Diambil sebanyak 
35 mL sampel isolat khamir yang akan diukur persentase kandungan lipidnya kemudian 
disentrifugasi dengan kecepatan 4000rpm selama 10 menit. Setelah itu dicuci sebanyak 2 kali 
dengan menggunakan akuades sebanyak 10 mL. Ditambahkan 10 mL HCL 4 M dan 
dishakker selama dua jam. Selanjutnya ditambahkan dengan 10 ml kloroform dan metanol 
pada suhu ruang selama 2 jam. Lalu disenterifugasi dengan kecepatan 4000rpm selama 10 
menit pada suhu ruang untuk memisahkan fase cair (upper phase) dan fase organik (lower 
phase). Selanjutnya fase organik yang mengandung lipid diambil dengan bantuan pipet tetes 
dan larutan tersebut dievaporasi atau diuapkan sehingga berat kering lipid dalam isolat 
khamir dapat ditentutakan. Dan pengukuran kadar lipid pada masing- masing isolat khamir 
ditentukan dengan menggunakan rumus sebagai berikut. 
 
Persentase lipid (%)=  
𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡𝑙𝑖𝑝𝑖𝑑  (𝑔𝑟 )
𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡𝑘𝑒𝑟𝑖𝑛𝑔𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎  (𝑔𝑟 )
 x 100 
 
Pembuatan profil lipid 
 Pembuatan profil lipid dilakukan dengan cara mengkultivasi isolat khamir oleaginous 
dengan persentase lipid tertinggi kedalam medium NLM cair. Kemudian diukur berat kering 
khamir dan persentase lipid setiap 12 jam dari jam ke -0 hingga jam ke -72. 
 
Karakterisasi makroskopis dan mikroskopis isolat khamir oleaginous 
 Isolat khamir yang termasuk kedalam kelompok khamir oleaginous selanjutnya 
dilakukan karakterisasi morfologi koloni (makroskopis) meliputi tekstur, warna koloni, 
permukaan koloni, elevasi dan margin. Serta dilakukan pengamatan mikroskopis meliputi 
bentuk sel. 
 
Hasil 
Isolat  khamir dari nektar bunga dan madu hutan 
 Hasil isolasi khamir dari nektar bunga diperoleh sebanyak 20 isolat khamir sedangkan 
hasil isolasi khamir dari madu hutan diperoleh sebanyak 27 isolat khamir, sehingga diperoleh 
47 isolat total khamir yang berhasil diisolasi dari nektar bunga dan madu hutan (Tabel 1). 
 
 
 
 
 
Tabel 1 Isolat dari nektar bunga dan madu hutan 
 
No. Sumber Jumlah  Kode  
1. Nektar bunga 20 BL 6.1; BL 6.22; BL 6.4; BL 7.1; BL 7.2; BL 8.21; BL 8.22; PG 
1.1; PG 1.2; PG 1.3; PG 2.2; PG 4.3; PG 5.4; PG 5.5; PG 10.11; 
PG 10.12; PG 12.1; PG 12.2; PG 12.3; dan PG 12.4. 
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2. Madu hutan 27 AP 1; AP 3; BK 1.1; BK 3.2; KS 1; KS 2; LW 1.1; LW 3.1; LW 
3.2; MR 1.2; MR 2.2; MR 3.1; MR 3.2; OG 1; OG 2; PM 1.1; PM 
2.1; PM 3.2; PS 1.1; PS 1.2.1; PS 3.2; SG 1.2; SG 3.1; SG 3.2; TL 
1.1; TL 2.2 dan TL 3.2. 
Total Isolat 47  
Keterangan: BL= nektar bunga dari kebun raya Baturaden; PG= nektar bunga dari Kaliurang; MR= madu dari 
Morowali; TL= madu dari Toli; SG= madu dari Sigi; LW= madu dari Luwuk; PS= madu dari Poso; AP= madu 
dari Ampana; BK= madu dari Banggai Kepulauan; PM= madu dari Parigi-Moutong; OG= madu dari Ogoamas; 
KS= madu dari Kasimbar; ML= madu dari Balaesang 
 
 
Uji kualitatif isolat khamir dari nektar bunga dan madu hutan 
 Uji kualitatif khamir oleaginous dilakukan menggunakan pewarnaan Sudan III, 
khamir C. orthosilopsis INACC 302dan C. albicans FNCC 001 digunakan sebagai kontrol 
positif dan negatif. Hasil pengujian kualitatif isolat khamir kemudian diberi keterangan (+++) 
untuk isolat khamir yang warnanya sama dengan kontrol positif, (++) untuk isolat khamir 
yang warnanya mendekati kontrol positif, (+) untuk isolat khamir yang warnanya  mendekati 
kontrol negatif dan (–) untuk isolat khamir yang warnanya sama dengan kontrol negatif 
(Gambar 1). 
 Berdasarkan hasil skrining kualitatif dapat diketahui bahwa terdapat sekitar 30% (6 
dari 20 isolat) isolat khamir dari nektar bunga yang memperoleh hasil positif  (+++) . Dan 
terdapat sekitar 37,04% (10 dari 27 isolat) isolat khamir hasil isolasi dari madu hutan yang 
memperoleh hasil positif (+++) (Tabel 2). 
 
 
 
Gambar 1Hasil uji skrining kualitiatif khamir dengan pewarna sudan III:(A) Kontrol negatif 
(Candida albicans FNCC001);(B) Kontrol positif (Candida orthosilopsis INACC 
302);(C) Hasil uji kualitatif (+++); (D) Hasil uji kualitatif (++);(E)Hasil uji kualitatif 
(+); dan (F) Hasil uji kualitatif (-). Tanda panah: noda sel khamir yang terwarnai 
(sumber: dokumentasi pribadi) 
 
Uji kuantitatif isolat khamir dari nektar bunga dan madu hutan 
 Berdasarkan dari hasil pengukuran lipid secara kuantitatif dapat diketahui persentase 
lipid tertinggi pada khamir hasil isolasi dari nektar bunga diperoleh isolat PG 5.4 dengan 
persentase lipid sebesar 18,25 %. Sedangkan persentase lipid terendah diperoleh isolat BL 6.1 
dengan persentase lipid sebesar 12,74 % (Gambar 2). Persentase lipid tertinggi pada khamir 
hasil isolasi dari madu hutan diperoleh isolat AP 1 dengan persentase lipid sebesar 19,07 %. 
Sedangkan persentase lipid terendah diperoleh isolat PM 1.1 dengan persentase lipid sebesar 
11,33 % (Gambar 3). 
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Tabel 2 Hasil uji positif (+++) skrining kualitatif lipid isolat khamir dari nektar bunga dan 
madu hutan 
 
No. Sumber isolat Jumlah Kode isolat 
1. Nektar bunga 6 PG 12.2; PG 12.3; BL 6.2.2; BL 6.1; PG 5.4 dan PG 2.2. 
2. Madu hutan 10 AP1; BK 3.2; LW 1.1; OG 1; PM 2.1; PM 3.2; PS 1.2.1; TL 
3.2; PM 1.1 dan SG 3.2. 
 
  
 
 
Gambar 2 Persentase lipid isolat khamir dari nektar bunga 
 
  
 
Gambar 3 Persentase lipid isolat khamir dari madu hutan 
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 Profil produksi lipid dilakukan terhadap isolat AP 1sebab mampu menghasilkan lipid 
dengan persentase tertinggi (19,07%). Grafik berat kering dan persentase lipid pada isolat AP 
1 menunjukkan peningkatan tiap 12 jam (Gambar 4). Pada jam ke-0 isolat AP 1 memiliki 
berat kering 0,00035 g dengan persentase lipid sebesar 0%. Pada jam ke-12 isolat AP 1 berat 
keringnya 0,0071 g dengan persentase lipid sebesar 12,68%. Kemudian pada jam ke-24 berat 
keringnya mengalami peningkatan menjadi 0,0082 g dengan persentase lipid sebesar 13,41%. 
Selanjutnya pada jam ke-36 berat keringnya mengalami peningkatan menjadi 0,0097 gr 
dengan persentase lipid sebesar 15,26%. Selanjutnya pada jam ke- 48 berat keringnya 
mengalami peningkatan menjadi 0,0216 g dengan persentase lipid sebesar 16,17%. 
Selanjutnya pada jam ke-60 berat keringnya mengalami peningkatan menjadi 0,0486 g 
dengan persentase lipid sebesar 17,28% dan pada jam ke-72 berat keringnya mengalami 
peningkatan menjadi 0,0603 g dengan persentase lipid sebesar 19,07%. 
 
 
 
Gambar 4 Profil berat kering dan % lipid isolat AP 1. (▲): konsentrasi lipid, (●): berat 
kering (garis sebagai alat ilustratif) 
 
 
Karakterisasi Makroskopis dan Mikroskopis Isolat Khamir Oleaginous 
  Karakterisasi makroskopis yang meliputi karakteristik morfologi koloni seperti 
tekstur, warna koloni, permukaan koloni, elevasi dan margin serta karakteristik mikroskopis 
yang meliputi bentuk sel dari keenam isolat khamir oleaginous diperoleh hasil seperti pada 
Tabel 3. 
 Berdasarkan dari Tabel 3 tersebut dapat diketahui keenam isolat khamir oleaginous 
memiliki tekstur butyrous. Keseluruhan isolat khamir oleaginous berwarna cream kecuali 
isolat PG 5.4 dan PM 2.1 yang berwarna creamy brown. Keseluruhan isolat khamir 
oleaginous memiliki permukaan koloni bertipe dull kecuali isolat PM 2.1 yang memiliki 
permukaan koloni bertipe smooth. Keseluruhan isolat khamir oleaginous memiliki elevasi 
bertipe raised dan margin bertipe entire kecuali isolat PG 12.2 dan PG 12.3 yang margin nya 
bertipe entirewith filament. Dan isolat khamir oleaginous yang berasal dari nektar bunga (PG 
12.2, PG 12.3 dan PG 5.4) memiliki bentuk sel bertipe fusiform sedangkan isolat khamir 
oleaginous yang berasal dari madu hutan (AP 1, PM 2.1 dan PM 3.2) memiliki bentuk sel 
bertipe circular. 
 
Tabel 3Karakteristik makroskopis dan mikroskopis isolat khamir oleaginous 
 
No. Karakteristik Isolat Khamir Oleaginous 
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PG 12.2 PG 12.3 PG 5.4 AP 1 PM 2.1 PM 3.2 
1. Morfologi Koloni 
Tekstur        
Butyrous + + + + + + 
Warna koloni       
Cream + + - + - + 
Creamy Brown - - + - + - 
Permukaan koloni 
Dull + + + + - + 
Smooth - - - - + - 
Elevasi       
Raised + + + + + + 
Margin       
Entire - - + + + + 
Entire with filament + + - - - - 
2. Morfologi sel       
Bentuk sel       
Fusiform + + + - - - 
Circular - - - + + + 
   
  
Pembahasan 
 Khamir penghasil lipid umumnya hidup dilingkungan dengan konsentrasi karbon 
yang tinggi (Lee & Chen 2016) karena lipid diproduksi oleh khamir ketika konsentrasi C 
lebih tinggi dibandingkan dengan konsentrasi N (Jiru et al. 2016). Pada konsentrasi N yang 
lebih rendah dibandingkan dengan konsentrasi C nya akan menyebabkan isolat khamir berada 
dalam kondisi starvasi nitrogen sehingga pada kondisi tersebut menyebabkan isolat khamir 
merombak karbon yang ada didalam medium untuk menghasilkan energi, sehingga lipid 
sebagai cadangan energi didalam sel tidak digunakan dalam proses penghasilan energi dan 
menyebabkan akumulasi lipid didalam sel menjadi tinggi (Kolouchova et al. 2016). Oleh 
karena itu, pada penelitian ini isolat khamir yang berpotensi menghasilkan persentase lipid 
yang tinggi diisolasi dari madu hutan dan nektar bunga karena persentase kadar gula yang 
terdapat didalam nektar bunga mencapai 29 % (Perret et al. 2001) sedangkan persentase 
kadar gula yang terdapat pada madu hutan mencapai 60% (Man & Reute 2015). Sehingga 
diharapkan dalam persentase kadar gula yang tinggi tersebut terdapat pula isolat khamir yang 
mampu mengakumulasi lipid dalam jumlah yang tinggi. 
 Isolat khamir dari nektar bunga lebih sedikit jumlahnya yaitu 20 isolat dibandingkan 
isolat khamir dari madu hutan yaitu sebanyak 27 isolat, dikarenakan isolat khamir yang 
berasal dari nektar bunga setelah dilakukan seleksi lebih lanjut secara morfologi sel diperoleh 
hasil bahwa isolat tersebut termasuk ke dalam kelompok bakteri dan bukan khamir, selain itu 
juga dipengaruhi oleh kondisi cuaca, karena pada saat dilakukan pengambilan sampel 
dilapangan memasuki musim penghujan sehingga dimungkinkan mikrobia yang terdapat 
didalam bunga menjadi sedikit jumlahnya karena terbawa air hujan. Habitat khamir pada 
umumnya berada di permukaan tanaman, sehingga adanya hujan akan menyebabkan khamir 
tersebut mengalami wash out (Hamamoto et al  2002). 
 Proses skrining atau penapisan tahap awal dengan menggunakan metode kualitatif 
Evans et al (1985) yaitu dengan mengkulturkan isolat khamir didalam medium NLM yang 
mengandung 10% glukosa. Hal ini dimaksudkan untuk meningkatkan akumulasi lipid di 
dalam sel khamir dan untuk menyesuaikan lingkungan hidup khamir hasil isolasi agar dapat 
tumbuh dengan baik dan membentuk koloni. Selanjutnya dilakukan tahap pewarnaan dengan 
menggunakan pewarna Sudan III yang merupakan pewarna yang umum digunakan untuk 
mendeteksi adanya lipid dalam sampel, pewarna Sudan III merupakan lysochrome (pewarna 
lipid) yang memiliki struktur mirip dengan azobenzene (Patel et al. 2015). Sudan III akan 
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bereaksi dengan lipid dan membentuk kompleks warna merah menyala bila di dalam sampel 
positif terdapat adanya kandungan lipid. Dalam proses skrining kualitatif dengan teknik 
pewarnaan ini digunakan kontrol positif yaitu isolat khamir Candida orthosilopsisyang 
merupakan salah satu contoh khamir oleaginous  yang mampu mengakumulasi lipid lebih 
dari 40% dari biomassanya (Kanti et al. 2013). Kontrol positif tersebut digunakan sebagai 
faktor koreksi warna dari hasil pewarnaan yang terbentuk, sehingga hasil pewarnaan dari 
masing-masing isolat selalu dibandingkan dengan kontrol positifnya. Pada uji kualitatif ini 
juga digunakan kontrol negatif yaitu isolat khamir Candida albicans, digunakan sebagai 
kontrol negatif karena isolat khamir ini hanya mampu mengakumulasi lipid sebanyak 5% dari 
berat keringnya (Mago & Khuller 1990). Sehingga diharapkan hasil skrining lipid secara 
kualitatif ini mampu menyeleksi isolat khamir yang mampu mengakumulasi lipid dengan 
jumlah persentase yang tinggi.  
  Khamir pada madu hutan sudah mampu beradaptasi dalam kondisi kadar gula yang 
tinggi, dan karbon gula tersebut digunakan dalam proses penghasilan energi sehingga jumlah 
lipid yang terakumulasi di dalam sel nya menjadi lebih banyak dan menyebabkan isolat 
khamir madu hutan terwarnai merah menyala (+++) saat dilakukan pewarnaan dengan Sudan 
III. Di lain pihak, isolat khamir dari nektar bunga memiliki persentase kadar gula yang lebih 
rendah, sehingga kadar lipid yang di dalam sel kemungkinan juga lebih rendah dibandingkan 
isolat khamir dari madu hutan. 
 Hasil uji kuantitatif lipid pada Gambar 2 dan 3 tersebut dapat diketahui bahwa 
persentase lipid pada khamir hasil isolasi dari nektar bunga dan madu hutan memiliki 
persentase lipid lebih dari 10%. Pada umumnya khamir hanya mampu mengakumulasi lipid 
sekitar 4% dari berat keringnya biomassa selnya (Schneiter 2004). Hal ini menandakan 
bahwa metode skrining tahap awal lipid secara kualitatif dapat digunakan sebagai metode 
skrining lipid khamir secara cepat dan tepat, terbukti dengan persentase lipid yang tinggi dari 
hasil uji kuantitatif lipid. Menurut Dyer et al. (2002) khamir yang termasuk kedalam 
kelompok mikroorganisme oleaginous mampu mengakumulasi lipid hingga lebih dari 15% 
dari berat kering selnya. Persentase lipid khamir pada madu hutan lebih tinggi dibandingkan 
nektar bunga. Hal ini didasari oleh penelitian Morita et al (2011) yang menyatakan bahwa 
khamir oleaginous seperti Pseudozyma churashimaensis berhasil diisolasi dari tebu yang ada 
di daerah Okinawa, Jepang. Pseudozyma churashimaensis mampu mengakumulasi lipid 
sebanyak 38,57% dari berat kering sel nya. Selain itu menurut Kolouchova et al (2016) 
khamir mampu tumbuh dan mengakumulasi lipid pada subsrat yang mengandung konsentrasi 
karbon tinggi. Sehingga habitat madu hutan memenuhi syarat tersebut dan menyebabkan 
khamir oleaginous hasil isolasi dari madu hutan memiliki kandungan lipid yang tinggi. 
 Berdasarkan dari hasil uji kuantitatif lipid tersebut dapat diketahui bahwa pada khamir 
hasil isolasi dari nektar bunga terdapat 3 isolat khamir yang mampu mengakumulasi lipid 
lebih dari 15% diantaranya adalah isolat PG 12.2 (17,88%), PG 12.3 (17,13%) dan PG 5.4 
(18,25%). Dan pada khamir hasil isolasi dari madu hutan juga terdapat 3 isolat khamir yang 
mampu mengakumulasi lipid lebih dari 15% diantaranya adalah isolat AP 1 (19,07%), PM 
2.1 (17,55%) dan PM 3.2 (18,56%). Sehingga dari hasil uji kuantitatif lipid tersebut dapat 
diketahui bahwa terdapat 6 isolat khamir dari nektar bunga dan madu hutan yang termasuk ke 
dalam kelompok khamir oleaginous. Hasil yang diperoleh telah sesuai dengan teori karena 
menurut Lee & Chen (2016) khamir oleaginous atau kelompok khamir yang mampu 
mengakumulasi lipid dalam persentase tinggi umumnya hidup dilingkungan dengan 
konsentrasi karbon yang tinggi. Hal ini disebabkan karena habitat nektar bunga dan madu 
hutan memiliki kadar gula yang tinggi, nektar bunga memiliki persentase kadar gula yang 
mencapai 29% (Perret et al. 2001) sedangkan persentase kadar gula yang terdapat pada madu 
mencapai 60% (Man &Reuter2015). Sehingga kondisi ini menyebabkan isolat khamir 
mampu mengakumulasi lipid dalam jumlah yang tinggi dan menyebabkan khamir yang 
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termasuk ke dalam kelompok khamir oleaginous dapat ditemukan di nektar bunga dan madu 
hutan. Dan dari hasil tersebut diketahui bahwa isolat khamir yang memiliki persentase lipid 
tertinggi merupakan isolat AP 1 (19,07%). 
 Profil lipid pada isolat AP 1 tersebut menunjukkan bahwa dari jam ke-0 hingga jam 
ke-36 berat kering biomassa khamir berada dalam fase lag yang ditandai dengan 
pertumbuhan khamir yang berjalan lambat karena isolat khamir masih beradaptasi dengan 
kondisi lingkungan hidupnya yang baru. Kemudian pada jam ke-36 hingga jam ke -72 isolat 
khamir berada dalam fase log atau eksponensial yang ditandai dengan peningkatan berat 
kering biomassa khamir yang sangat pesat (Beopoulos &Nicaud2012). Sehingga dari data 
profil lipid isolat khamir tersebut dapat diketahui bahwa isolat khamir tersebut membutuhkan 
waktu inkubasi lebih dari 72 jam untuk memperoleh persentase lipid yang optimal.  
  Hal ini disebabkan karena akumulasi lipid tertinggi terjadi ketika isolat khamir berada 
dalam fase stasioner sedangkan dari hasil profil lipid selama 72 jam isolat khamir AP 1 masih 
berada dalam fase log sehingga dibutuhkan waktu inkubasi lebih dari 72 jam untuk mampu 
menunjukkan fase stasioner dari isolat AP 1 tersebut. Menurut Beopoulos dan Nicaud (2012), 
pada fase stasioner pertumbuhan khamir penghasil lipid melambadiduga karena habisnya 
nitrogen didalam medium. Kondisi ini menyebabkan khamir tersebut akan mengasimilasi 
sumber karbon yang tersisa, seperti glukosa dan gliserol, untuk digunakan dalam proses 
sintesis lipid. 
 Berdasarkan dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa dari 47 isolat khamir hasil 
isolasi dari nektar bunga dan madu hutan terdapat 6 isolat khamir yang mampu 
mengakumulasi lipid dalam jumlah yang tinggi (> 15%) dari berat kering selnya dan 
termasuk kedalam kelompok khamir oleaginous yang terdiri atas PG 12.2 (17,88%), PG 12.3 
(17,13%), PG 5.4 (18,25%), AP 1 (19,07%), PM 2.1 (17,55%) dan PM 3.2 (18,56%). Untuk 
penelitian lebih lanjut, disarankan membuat profil produksi lipid yang lebih lengkap serta 
optimasi kadar lipid lebih lanjut pada keenam isolat yang potensial tersebut sehingga dapat 
memperoleh kadar lipid optimal dan dapat digunakan dalam produksi biodiesel. 
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